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(54) Title: COMPOSITES OF POLYHYDROXY FATTY ACIDS AND FIBROUS MATERIALS 

(54) Bezeichnung: VERB UND WERKSTOFFE AUS POLYHYDROXYFETTSAUREN UND FASERMATERI ALIEN 

(57) Abstract 

The invention relates to the use of a composite of fibrous material and a bonding agent of a polymer of hydroxy fatty acids for the 
production of shaped members in the car industry, in particular for acoustic damping in the areas of the bonnet, cowl (on both sides), 
tunnel, door, roof, leg-space, pumps, A-D column and air duct and as an optionally self-supporting base for internal linings, in particular 
instrument covers, tunnel trims, door trims, seat back covers, A to D column trims and spare wheel covers and also as parts with a dual 
function in particular in the form of the inside roof lining, the parcel shelf, the packing member, the boot mat or the wheel housing trim. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Verwendung eines Verbundwerkstoffes aus Fasermaterial und Bindemitlel aus einem Polymer von Hydrox- 
yfettsauren zur Herstellung von Formteilen im Automobilbereich, insbesondere zur akustischen Dampfung in den Bereichen Motorhaube, 
Stirnwand (beidseitig), Tunnel, TUr, Dach, FuGraum, Pumpen, A- bis D-Saule und Luftungskanal und als gegebenenfalls selbsttragende Ba- 
sis fur Innenauskleidungen, insbesondere fur Armaturenabdeckungen, Tunnelverkleidungen, TQrverkieidungen, RUckenlehnenverkleidungen, 
A- bis D-Saulenverkleidungen und Reserveradabdeckungen sowie als Teile mil Doppelfunktion insbesondere als Dachhimmel, Hutablage, 
FQllsruck, Kofferraummatte oder Radhausverkleidung. 
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VERBUNDWERKSTOFFE AUS POLYHYDROXYFETTSAUREN 
UND FASERMATERIALIEN 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Verbundwerkstoffen aus Poly- 
hydroxyfettsauren als Bindemittel und Fasermaterialien zur Herstellung von Formteilen 
im Automobilbereich. 

Verbundwerkstoffe beispielsweise Textilfaservliese bestehen aus Fasermaterialien und 
einem verknupfenden Bindemittel. Als Bindemittel werden dabei hauptsachlich Phenol- 
harze verwendet, deren Umweltvertraglichkeit jedoch zweifelhaft ist. 

US-5,350 : 627 A beschreibt die Verwendung von biologisch abbaubaren Polymeren als 
Bindemittel zur Impragnierung Oder Beschichtung von faserformigen Geweben. Das 
resultierende Gewebe ist biologisch abbaubar, so daft die Faser innerhalb des Gewebes 
einfach wiederverwendet werden kann. Die beschriebenen Bindemittelpolymere weisen 
Molekulargewichte von mehr als 30000 und insbesondere mehr als 50000 auf und 
umfassen beispielsweise Polymere von Milchsaure, Glycolsaure, Hydroxybuttersaure 
und Hydroxyvaleriansaure. 

In DE 44 16 357 A1 wird eine Wundauflage fur medizinische Anwendungen bestehend 
aus einem Tragermaterial aus pflanzlichen und/oder tierischen Fasern und/oder Fasern 
aus Polymerstoffen und einem die Fasern im wesentlichen einhullendes und/oder 
verstarkendes Polymermaterial beschrieben, wobei das Polymermaterial aus einer 
Polyhydroxybuttersaure besteht und diese zwischen 1 und 50 Masse-%, bezogen auf die 
Gesamtmasse der Wundauflage darstellt. 

Textilfaservliese sind im Automobilbereich ein haufig verwendeter Konstruktionswerkstoff 
mit breitem Eigenschaftsspektrum. Beispielweise wird Phenolharz-gebundenes Textilvlies 
seit langem unter anderem wegen seiner guten Dampfungseigenschaften als Werkstoff 
fur tragende und verkleidete Teile (rein oder als Verbundwerkstoff) in der 
Automobilindustrie im PKW- und LKW-Bau eingesetzt. Als kostengunstige Flachware 
diente dieses Produkt zunachst und ausschliedlich Polsterzwecken. In jungster Zeit stetlte 
sich dieser Werkstoff jedoch in einer Reihe von Varianten dar, und ist vielseitig 
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verwendbar. Formteile werden besonders bevorzugt. 

Phenolharz-gebundenes Textilvlies ist in Rohdichten von 50 bis 1000 kg/cm 3 bei Dicken 
von 5 bis 30 mm im Handel erhaltlich. Es ist als sogenanntes Porenkomposit, bestehend 
5 aus drei Phasen (Baumwotle, gehartetes Phenolharz und Luft) zu beschreiben - ein 
Konstruktionswerkstoff, dessen Eigenschaftsprofil in weiten Grenzen modifiziert werden 
kann. Baumwolle hat die Faserform, Phenolharz liegt punktformig, auch netzflachig als 
eine Art Matrix von 

10 Durch besondere Auswahl der Vliesstoffe kann die Akustik und die Festigkeit des 
Verbundwerkstoffs besonders gesteuert werden. Besonders bevorzugte Materialien zur 
Herstellung des Vliesstoffes sind Glasfaser-verstarkte oder Glasgitter-verstarkte Faser- 
materialien, insbesondere Bindemittei enthaltende Textilvliese, vorzugsweise solche r die 
aus einem Baumwollmischgewebe bestehen. Diese Vliese werden durch Pressen bei 

15 erhdhter Temperatur auf die gewunschte Festigkeit gebracht. 

Die besonderen Eigenschaften und die Leistungsfahigkeit dieser letztgenannten 
Produktgruppe erklaren sich aus der chemischen und morphoiogischen Struktur der 
Baumwolle, sowie dem Duroplastcharakter der ausgeharteten Phenolharze, die 
20 ublicherweise als Bindemittei der Baumwollmischgewebevliese eingesetzt werden. 
Weitere EinfluBgrdfien sind die Verformbarkeit, die Bugelfahigkeit der Baumwolle, die 
statistische Bindepunkthaufigkeit und auch die Laminat- und/oder Mantelwirkung der langs 
von Fasern haftenden und so auch auskondensierten Bindemittelmolekule. 

25 Die Baumwolle ubersteht den Fertigungsprozefi praktisch ohne Veranderung ihrer 
physikalisch-chemischen Eigenschaftsmerkmale. Sie verleiht dem Produkt besondere 
Quaiitatsmerkmale wie Schall-Absorptionsfahigkeit, gute mechanische Festigkeitswerte, 
Schlagzahigkeit und Splitterfestigkeit in der Kalte. 

30 Besonders bevorzugte Bindemittei fur die Vliesstoffe sind ausgewahlt aus Phenol- 
Formaldehyd-Harzen, Epoxidharzen, Polyesterharzen, Polyamidharzen, Polypropylen, 
Polyethylen und/oder Ethylvinylacetatcopolymeren. Phenolharze haben nach der Hartung 

- 2- 
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die typischen Duroplasteigenschaften, die sich auf das Fertigprodukt ubertragen. Das 
Textilvlies wird aus der ReifJbaumwolle und dem pulvrigen Phenolharz ublicherweise auf 
trockenem Wege hergestellt. Die Aushartung erfolgt entweder im Heizkanal oder uber 
das ungehartete Halbzeug als Zwischenstufe in der Presse. Fur die Teile, die im 
5 Fahrzeugraum Verwendung finden sollen, wird ausgewahltes Textil eingesetzt. 

Weiterhin bekannt sind Holzfaserviieswerkstoffe als ein Hotzwerkstoff, zu dessen 
Herstellung man zerspantes und gehacktes Abfallholz mil Hilfe von Dampfdruck und 
Warme zu einem Faserbrei verarbeitet. Dabei werden einige Cellulosebindungen 
10 aufgeschlossen. Dem Brei mischt man ublicherweise geringe Mengen an Bindemittel aus 
Kunstharz (z. B. Phenol-, Alkyl-, Harnstoff-Harze), Flammschutzmittel, Schad- 
lingsbekampfungsmittel (gegen Insekten und Pilzbefall) und dergleichen bei, formt den 
Brei auf Formmaschinen zu meist plattenformigen Faserplatten und entwassert. 

15 Derartige Holzfaserviieswerkstoffe werden als Dammstoffe gegen Kaite, Warme und 
Schall. als Zwischenwande, Tisch- und FufJbodenbelage usw. auch lackiert und mit 
Kunstharzfilm beschichtet. 

Im Verlauf des Hersteilungsprozesses wird das Holz-Fasermaterial geformt, verdichtet 
20 und geprefSt. Hierbei wird primar die Verfilzung der Fasern und deren naturliche Bindekraft 
genutzt. Durch Zugabe von Binde- und Hydrophobierungsmttteln sowie durch thermische 
und andere Nachbehandlungen lassen sich die Bindekrafte erhohen. So konnen die 
physikalischen und die Festigkeitseigenschaften dem Venvendungszweck angepafit 
werden. 

25 

Nach DIN 68753 unterscheidet man bei Holzfaserwerkstoffen folgende Arten: 
harte Holzfaserplatten mit einer Rohdichte von mehr a!s 
800 kg/m 3 , 

mittelharte Holzfaserplatten mit einer Rohdichte von mehr als 350 kg/m 3 bis 800 kg/m 3 
30 und 

porose Holzfaserviieswerkstoffe, auch Isoiier- oder Dammplatten genannt, mit einer 
Rohdichte von 250 bis 350 kg/m 3 . 

- 3 - 
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Aus dem Derwent Abstract 90-168 964 und der damit korrespondierenden JP-A-0 21 1 
15 03, sind Formkorper bekannt, die aus Holzfasern und Bindemittein sowie 
Glasfasermatten in einem laminierten Zustand bestehen. Der Formkorper wird fur 
Innenauskleidungsteile von Automobilen und elektrischen Schaltschranken verwendet. 
Dem Material werden gute Dimensionsstabilitat und verbesserte Festigkeit sowie 
akustische Absorptionseigenschaften zugeschrieben. 

Das holzartige Formmaterial wird hergestellt durch Zugabe von 5 bis 30 Gew.-% eines 
phenolischen Bindemittels zur Bindung der holzartigen Fasern. Glasfasermatten werden 
dadurch erhalten, daft man diese ebenfalls mit einer Phenolharzlbsung impragniert und 
anschlieftend trocknet. Die Glasfasermatten werden dann auf einer porbsen Platte plazieri 
und das holzartige Formmaterial auf die Matte aufgespruht. Nachdem das holzartige 
Formmaterial die erwunschte Dicke erreicht hat, wird das Aufspruhen gestoppt und eine 
Platte aufgebracht, urn ein Verbundmaterial zu erhalten. Dieses wird in einem 
Formwerkzeug unter Druck zu einem Kraftfahrzeughimmel-Grundmaterial geformt. 

Weiterhin ist von einer groGen Zahl von Bakterien bekannt, daft sie unter geeigneten 
Wachstumsbedingungen, bei denen ein Oberschufi einer Kohlenstoffquelle, gleichzeitig 
aber ein Mangel an einem essentiellen Nahrsalz im Medium vorliegt, intrazellular grofte 
Mengen Polyhydroxyfettsauren (PHF) speichern. Eine Obersicht ist in A. Steinbuchel, 
"Polyhydroxyalkanoic acids" In: D. Byrom, Hrsg., Biomaterials, Macmillan Publishers Ltd., 
Basingstoke, S. 123-213 (1991) gegeben. Diese Polyhydroxyfettsauren stellen in der 
Regel lineare Polyester aus 3-Hydroxyfettsauren dar, wobei in Einzelfallen auch 4- 
Hydroxy- oder 5-Hydroxyfettsauremonomere gefunden werden. Die Eigenschaften der 
bakteriellen Polymere hangen entscheidend von der Lange der Seitenkette der Monomere 
und von den Monomerkombinationen ab. So ist Poly-3-hydroxybuttersaure (PHB) hart 
und sprbde, wahrend Poly-3-hydroxydecansaure (PHD) gummiartig verformbar ist. Meist 
bestehen die Polyester aus Einheiten mehrerer Monomeren mit unterschiedlichen 
Zusammensetzungen. Bei einigen Polymeren, wie beispielsweise Copoly-3- 
hydroxybuttersaure-3-hydroxyvaleriansaure (PHB/HV), kann die Stoffmengen- 
Zusammensetzung bei der mikrobiologischen Herstellung durch die Zugabe von unter- 
schiedlichen Kohlenstoffquellen gesteuert werden. In anderen Polymeren, wie PHD 
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(bestehend aus 30 mol% 3-Hydroxyoctanoat, 50 mol% 3-Hydroxydecanoat, 10 mol% 3-' 
Hydroxydodecanoat und weiteren gesattigten und ungesattigten 3-Hydroxyfettsauren) 
sind der Variability teilweise enge Grenzen gesetzt, Technische Anwendungen dieser 
Potymere sind jedoch nicht vorhanden. 

5 

Das Problem der vorliegenden Erfindung bestand darin, die genannten und 
gegebenenfalls neuen Polyhydroxyfettsauren einer neuen Verwendung im 
Automobilbereich in Form eines Bindemittels fur Verbundwerkstoffe zuzufuhren, die 
gegenuber Phenolharzen eine bessere biologische Abbaubarkeit zeigen, aus naturlichen 
10 Rohstoffen leicht herstelibar ist und eine gleiche oder erhohte mechanische Stabilitat des 
Verbundwerkstoffes gegenuber bekannten Werkstoffen des Automobilbereichs 
gewahrleistet. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daft sich Polymere von Hydroxyfettsauren als 
15 Bindemittel fur Verbundwerkstoffe im Automobilbereich eignen. 

Gegenstand der Erfindung ist demgemafi in einer ersten Ausfuhrungsform die 
Verwendung eines Verbundwerkstoffes aus Fasermaterial und Bindemittel aus etnem 
Polymer von Hydroxyfettsauren zur Herstellung von Formteiien im Automobilbereich, 

20 insbesondere zu akustischen Dampfung in den Bereichen Motorhaube, Stirnwand 
(beidseitig), Tunnel, Tur, Dach, Fufiraum, Pumpen, A- bis D-Saule und Luftungskanal 
und als gegebenenfalls selbsttragende Basis fur Innenauskleidungen, insbesondere fur 
Armaturenabdeckungen, Tunnel verkieidungen, Turverkleidungen, Rucken- 
lehnenverkleidungen, A-Bis D-Saulenverkieidungen und Reserveradabdeckungen sowie 

25 als Teile mit Doppelfunktion insbesondere als Dachhimmel, Hutablage, Fullstuck, 
Kofferraummatte oder Radhausverkleidung. 

Mit Hilfe der vorliegenden Erfindung ist es mbglich, neue biologisch abbaubare 
Verbundwerkstoffe fur den Automobilbereich zur Verfugung zu stellen. 

30 

Die Verbundwerkstoffe sind durch die besonderen Eigenschaften wie die hohe Steifigkeit 
zur Herstellung von Textilfaservliesen, insbesondere Glasfaser-verstarkten oder 
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Glasgitter-verstarkten Fasermaterialien und Baumwollvliesen besonderes geeignet. Hier 
ist ein teilweise oder vollstandiger Ersatz der ublicherweise eingesetzten Phenolharz- 
bindemittel moglich. 

Das eingesetzte Bindemittel verleiht den Verbundwerkstoffen akustische Eigenschaften, 
die sich aus der Porositat des Materials ergeben, wodurch den Materialien eine besondere 
Eignung fur den Automobilbereich zukommt. 

Verbundwerkstoffe im Sinne der vorliegenden Erfindung enthalten vorzugsweise 
Naturfasern, insbesondere ausgewahlt aus Lachs, Sisal, Hanf, Holzwolle, Holzschliff, 
Holzfasern, Kokosfasern, Watte, Heu, Stroh, Sagemehl, Hobelspanen, Kiefernspanen, 
Spelzen, Samenresten, Haferflocken, Getreide, Kleie, Papierstreifen und Baumwollereste 
aberauch Kunstfasern, wie Polybutylenterephthalate, Polyethylenterephthalate, Nylon 
6, Nylon 66, Nylon 12, Viskose oder Rayon als Textilfaser. 

Die Polymere von Hydroxyfettsauren, die gem a ft der vorliegenden Erfindung als 
Bindemittel in Verbundwerkstoffen eingesetzt werden, leiten sich vorzugsweise von 
gesattigten oder ungesattigten 3-Hydroxyfettsauren mit 4 bis 16 Kohlenstoffatomen im 
Fettsaurerest ab. Wird die Kettenlange des Fettsaurerestes beispielsweise durch die 
biologischen Bedingungen bei der Herstellung der Polymeren zu kurz gewahlt, so wird 
das Polymer zu sprode, wahrend ein langer Kohlenstoffrest dazu fuhrt, dafS die Festigkeit 
des Materials abnimmt. 

Neben Homopolymeren aus einem Monomer von Hydroxyfettsauren ist es beispielsweise 
durch die Auswahl der mikrobiologischen Bedingungen moglich, Gemische von 
Polyhydroxyfettsauren und somit auch Copolymere Oder auch Terpolymere zu erhalten. 

Besonders bevorzugt besteht das Polymer von Hydroxyfettsauren aus Poly-3- 
hydroxybuttersaure (PHB), Copolymer-poly-3-hydroxybuttersaure-3-hydroxyvaleriansaure 
(PHB/HV) in etwa aquimolen Anteilen und Poly-3-hydroxydodecansaure oder Gemischen 
derselben. 
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Die Art und Menge der einzusetzenden Bindemittel wird im wesentlichen durch den 
Anwendungszweck des Verbundwerkstoffes bestimmt. So wird im allgemeinen der Einsatz 
von 5 bis 50 Gew.-%, insbesondere 20 bis 40 Gew.-% bezogen auf den Verbundwerkstoff 
sinnvoll sein. Fur den Fall, daft noch weitere an sich ubliche Bindemittel in dem 
5 Verbundwerkstoff eingesetzt werden sollen, ist es jedoch moglich, die Menge des 
erfindungsgernaften Bindemittels zu vermindern. 

Der Kern der vorliegenden Erfindung besteht in der besonderen Eignung der Polymeren 
von Hydroxyfettsauren zur Herstellung von Verbundwerkstoffen im Automobilbereich. 

1 o Besonders bevorzugt werden die erfindungsgernaften Verbundwerkstoffe zur akustischen 
Dampfung in Bereichen Motorhaube, Stirnwand (beidseitig), Tunnel, Tur, Dach, Fuftraum 
und dem Luftungskanal, sowie gegebenenfalls als selbsttragende Basis fur 
Innenauskleidungen, insbesondere fur Amaturenabdeckungen, Tunnenverkleidungen, 
Turverkleidungen, Rucklehnenverkleidungen und Reserveabdeckungen sowie fur Teile 

15 mit Doppelfunktion, insbesondere als Dachhimmel, Hutablage, Fullstuck, Kofferraummatte 
und Radhausverkleidung eingesetzt. 

Die genannten Verbundwerkstoffe kdnnen dadurch erhalten werden, daft man das 
Fasermaterial mit dem Bindemittel in Kontakt bringt und anschlieftend zu dem 

20 Verbundwerkstoff verpreftt. Hierbei werden die Fasermaterialien mit den Bindemitteln 
in geeigneter Weise kombiniert und durch Verpreften bei einer Temperatur im Bereich 
der Raumtemperatur Oder oberhalb des Schmelzbereiches des Bindemittels, jedoch 
unterhalb des Zersetzungsbereichs des Bindemittels erhalten. Besonders bevorzugt im 
Sinne der vorliegenden Erfindung ist ein Temperaturbereich von 120 bis 250°C, 

25 insbesondere 180 bis 250°C, da bisher im Stand der Technik verwendete 
Verbundwerkstoffe, insbesondere Textilfaservliese im Automobilbereich auch bei einer 
derartigen Temperatur gepreftt werden. 

Die mikrobiologische Herstellung der Polymeren von Hydroxyfettsauren mittels 
30 Mikroorganismen ist an sich bekannt. Hierzu ist es moglich, die im Handel frei zugangliche 
Mikroorganismen einzusetzen und durch geeignete Verfahren zu vermehren. 
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Eine Moglichkeit desHerstellungsverfahrens der Verbundwerkstoffe besteht darin daft 
man das Fasermaterial mit isoliertem und gereinigtem Polymer von Hydroxyfettsauren 
verm.scht und be, entsprechender Temperaturfuhrung verprefit. Hierbei wird ein 
besonders reiner, optisch ansprechender Verbundwerkstoff erhalten, der im Sichtbereich 
; gegebenenfalls ohne Kaschierung eingesetzt werden kann. 

Eine weitere Moglichkeit zur Herstellung der Verbundmaterialien besteht darin das 
Fasermaterial mit getrockneten Po.ymer von Hydroxyfettsauren enthaltenen 
M.kroorganismen oder einer Paste derselben zu vermischen. Hier wird also der 
Mikroorganismus nicht von den Polymeren von Hydroxyfettsauren befreit. sondern 
zusammen mit diesem in dem Verbundwerkstoff eingearbeitet. 

Eine erfindungsgemSSe Variante des Herstellungsverfahrens besteht darin. die Polymere 
von Hydroxyfettsauren produzierenden Mikroorganismen in Anwesenheit des 
Fasermateriais der herzustellenden Verbundwerkstoffe und einer weiteren 
Kohlenstoffquelle anzuziehen, die Bakterien samt den Fasern zu ernten und in 
getrocknetem oder feuchten Zustand, gegebenenfalls unter Einsatz weiteren 
Fasermateriais und Verbundwerkstoffen zu pressen. Bei dieser Ausfuhrungsform wird 
also das Fasermaterial selbst teilweise als Nahrungsmittel fur die Mikroorganismen 
e.ngesetzt. Bei dieser Verfahrensweise wurde die Freisetzung von PHF-Granalien aus 
Zellen von alcaligenes eutrophus in Gegenwart feinverteilt vorliegender Cellulosefasern 
beobachtet 

Eine weitere erfindungsgemafce Moglichkeit der Herstellung der Verbundmaterialien 
besteht darin, ohne weitere Kohlenstoffquelle die Mikroorganismen anzuziehen. wobei 
das Fasermaterial allein als Kohlenstoffquelle dient. 

Besonders bevorzugt im Sinne der vorliegenden Erfindung wird ein PHF-Synthesegen- 
exprimierender-rekombinanter Mikroorganismus eingesetzt. 
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Die vorliegende Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele naher erlautert: 

B e i s p i e I e 

5 

Beispiel 1: 

Die Fahigkeit zur Herstetiung Poly-3-hydroxydecansaure (PHD) ist auf die taxonomische 
Gruppe der Pseudomonaden beschrankt. Da jedoch Polyester wie PHD Oder das nahe 
verwandte Poty-3-hydoxyoctanoat (PHO) bislang nicht in grdfieren Mengen hergestellt 

10 warden, mufite zunachst ein geeigneter Stamm fur die Produktion gefunden werden. 
Hierzu wurden zunachst im Handel frei erhaltliche Stamme der Gattung Pseudomonas 
auf die Verwertung von preiswerten Substraten wie Giuconat, Glucose oder Saccharose 
(Haushaltszucker) sowohl auf festen Medien, wie auch in Flussigkultur getestet (Tab.1). 
Zur Kultivierung wurde ein definiertes Mineralmedium nach Schlegel et al. (1961 ) mit der 

15 im folgendern aufgefuhrten Zusammensetzung eingesetzt. 

Die nachfolgend in der Tabelle genannten Stamme sind der Offentlichkeit frei zuganglich, 
da diese bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSM) in 
Braunschweig gefuhrt werden. Anstelle der genannten Stamme fuhren auch andere 
20 hinterlegte Stamme zu vergleichbaren Ergebnissen. 
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b), Die in der Literatur (Schlegel et.al. 1961) angegebene Menge der betreffenden 
Substanz wird als 1 x gerechnet, SL, Spurenelementlosung SL6. Die Abkurzungen der 
Substanzen beziehen sich auf die entsprechenden Salze (s. Medium). ZTM, Zelltrocken- 
masse. 

5 

Mineralmedium (Schlegel et al. 1961): 
Na 2 HP0 4 x 12 H 2 0 = 9,00 g 
KH 2 PO, = 1,50 g 
NH 4 CI = 1,00g 
10 MgS0 4 x H 2 0 = 0,20 g 
CaCI 2 x H 2 0 = 0,02 g 
Fe(lll)NH 4 -Citrat = 1,20 mg 
SL6 (Pfennig, N. 1974) = 0,10ml 
H 2 O bidcst = ad 1000 ml, pH 6,9 

15 

Bei den Versuchen wurde insbesondere auf die Schnelligkeit des Wachstums und der 
Polymerspeicherung sowie auf verminderte Schaumbildung geachtet. Unter zusatzlicher 
Berucksichtigung von Literaturangaben (Haywood G.W. Anderson, A.J. & Dawes, E.A. 
(1989b) "A survey of the accumulation of novel polyhydroxyalkanoates by bacteria" 

20 Biotechnol. Lett. 1 1 , 471-476; 

Huisman, G.W., De Leeuw, O., Eggink, G. & Witholt, B. (1989) "Synthesis of poly-3- 
hydroxyalkanoates is a common feature of fluorescent pseudomonads" Appl. Environ. 
Microbiol. 55, 1949-1954; Timm, A. & Steinbuchei, A. (1990) "Formation of polyesters 
consisting of medium-chainlength 3-hydroxyalkanoic acids from gluconate by 

25 Pseudomonas aeruginosa and other fluorescent pseudomonads" Appl. Environ. 56, 3360- 
3367) wurden insbesondere die Starnme P.putida KT 2442, P. citronellolis, P. mendocina, 
P.sp. 15a und P.sp. 45C als mbgliche Mikroorganismen fur die Herstellung von PHF 
ausgewahlt. In parallel durchgefuhrten Versuchen, in denen Glucose beziehungsweise 
Gluconat als Kohlenstoffquelle eingesetzt wurde, zeigte sich, dafi Gluconat in der Regel 

30 das bessere Substrat fur die Synthese von PHF darstellte. 

Vier dieser Starnme wurden in Probefermentationen im 10 I- beziehungsweise 30 I- 
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Mafistab angezogen (Tabelle 1). Hierbei erwies sich ein HerstellungsprozeB unter 
Verwendung von P. putida KT2442 und Gluconat als Kohlenstoffquelle zunachst als 
gunstig, da der Polymergehalt in diesem Stamm schon zu einem fruhen Zeitpunkt im 
Bereich der logarithmischen Wachstumsphase sehr hoch war.. Da die anderen 
untersuchten Stamme erst zu einem spateren Verlauf des Wachstums PHF 
synthetisierten, konnte der ProzefJ unter Verwendung von P. putida KT2442 mit einem 
weitaus geringerem Zeitaufwand durchgefuhrt werden. Die unter 2 und 3 aufgefuhrten 
Fermentationen der Tabelle 1 mit P. medocina und P.citronellolis erbrachten zwar hohere 
Ausbeuten an Zelltrockenmasse beziehungsweise PHF pro Liter Kultur, benotigten jedoch 
neben dem hdheren Zeitaufwand grd/Jere Mengen an Nahrsalzen und Gluconat. Auch 
P. putida KT2442 konnte zu hdheren Zelldichten als die unter 5 und 6 (Tabelle 1 ) 
beschriebenen angezogen werden, wie Fermentation 1 (Tabelle 1) zeigte. 

Schwierigkeiten bei der Fermentationen mit Pseudomonaden lagen in einer nahezu nicht 
kontrollierbaren Schaumbildung, wenn der pH-Wert des Mediums parallel mit dem 
Verbrauch von Natriumgluconat in einen alkalischen pH-Wertbereich uberging. Es war 
moglich, das Schaumen der Kultur, das zu einem betrachtlichen Verlust der gebildeten 
Zellmasse durch Austragen der Biomasse aus dem Bioreaktor fuhrte, durch Nachtitrieren 
mit konzentrierter Phosphorsaure, die Zugabe von groRen Mengen Entschaumern 
(Polypropylenglycol, unverdunnt) und eine geringere Umdrehungszahl des Ruhrers zu 
vermindern. Die Malinahmen bergen jedoch die Gefahrder Schadigung der Bakterien 
durch zu hohe Chemikalienkonzentrationen. Geringe Umdrehungszahlen des Ruhrwerkes 
fuhren zu geringen Sauerstoffkonzentrationen, die den Speicherungsprozeft von PHD 
verlangsamen oder verhindern. 

Beispiel 2: 

Zur Gewinnung von PHD wurden ca. 1 kg lyophilisierte Zellen von P. putida KT2442 aus 
den Anzuchten Nr. 6 und 7 (Tabelle 1) im Soxhlet-Extraktor mit 7,5 I Chloroform sieben 
Tage extrahiert. Die PHF-haltige Chloroform-Ldsung wurde im Rotationsverdampfer 
eingeengt und gemafi, Lageveen, R.G. Huisman, G.W., Preusting, H.. Ketelaar, P., 
Eggink, G. & Witholt, B.. (1988) "Formation of polyesters by pseudomonas oleovorans: 
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effect of substrates on formation and composition of poly-(R)-3-hydroxyalkanoates and 
poly-(R)-3-hydroxyalkenoates", Appl. Environ. Microbiol. 54,2924-2932, das Polymer durch 
Fallung im zehnfahren Volumen Ethanol isoliert. Es resultierten ca. 360 g gereinigtes PHD, 
was einer Ausbeute von ca. 55 % des moglichen Wertes entsprach. 

5 

Als gunstigste Menge zum Pressen von Fasermaterialien wurden 3 g ermittelt, da mit 
dieser Menge die Kapazitat der PreEzelle gut ausgenutzt war und ein Prefiling 
genugender Starke resultierte. Aufgrund der gummiartigen Konsistenz des PHD wurde, 
urn eine ausreichende Verteilung des Polymers innerhalb des Fasermaterials zu 
10 gewahrleisten, PHD in Chloroform geldst und mit dieser Lbsung gleichmafiig alle Fasern 
benetzt. 

Ein Volumen von 20 ml Chloroform (im Falle von Sisal 5 ml, bei Holzwolle und Hanf 10 ml) 
reichten aus, urn von 3 g Fasermateriai vollstandig aufgenommen zu werden. Es wurden 

15 daher Losungen von 0,5 bis 20 % (w/v) PHF (PHB- siehe Tabelle 2, PHD - siehe Tabelle 
3, Gemische von PHF - siehe Tabelle 4) Chloroform hergestellt, mit dem Fasermateriai 
versetzt und das Lbsungsmittel durch Verdunsten uber Nacht entfernt. Die PHD-benetzten 
Fasern wurden dann unter den in Tabellen 2 bis 5 angegebenen Bedingungen geprefct. 
So erwiesen sich 2 bis 10 %ige PHD-Lbsungen offensichtlich als die am besten 

20 geeigneten Konzentrationen zur Herstellung von Verbundmaterialien aus PHD und 
Baumwollresten, Flachs oder Sisal oder Hanf. Die Prefilinge besafien damit PHD-Anteile 
zwischen 11 und 40 %. Bei der Verwendung von Watte trat das Polymer schon bei 
geringen Konzentration aus der Zelle aus und Polymeranteile zwischen 6 und 14 % 
erschienen hier als gunstig. Die Ergebnisse sind in Tabellen 2 bis 5 zusammengefadt. 

25 



30 
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Tabelle 2 



Herstellung von ProbepreBlingen aus isoliertem PHB (bestehend 
polymerem 3-Hydroxybutyrat) und verschiedenen Fasermaterialien 



Fasermateria 1 

<g) 


CHC1 
(ml) 


PHB 

(<3) 


Losung 

m 


Anteil 

PHB 

(%) 


Druck 
(bar) 


2e it 
(min) 


Ternp . 
Zelle 
(°C) 


Bemerkungen 


Baumwol Ireste 
















3 


0 


0, 23 




7, 1 


200 


I> 


180 


- ohne 

Losungsmi t tel 


3 


0 


0, 30 




9, 1 


200 


5 


180 


- ohne 

Losungsmit. to 1 


3 


0 


0, 45 




13, ! 


200 


t, 


1 OU 


+/- ohne 
Losung smi 1 1 e 1 


3 


0 


0, 60 


- 


16,7 


200 


5 


180 


+/- ohne 

Losunfi^mi I'to 1 


3 


20'' 


0, 5 


2, 5 


14,3 


200 


5 


180 


wailr . 

Suspension 


3 


2cr> 


1,0 


5,0 


25,0 


200 


5 


180 


waT>r . 

Suspension 


3 


0 


0 




0 


200 


5 


180 


- Blindprobe 


3 


20 


0,4 


2,0 


11,6 


200 


5 


180 


♦ + 


3 


20 


1,0 


5,0 


25,0 


200 


5 


180 




3 


20 


1, 5 


7,5 


33,3 


200 


5 


180 


zuviel 
Po 1 yrne r 


3 


20 


2,0 


10,0 


40,0 


200 


5 


180 


+ + ♦ zuviel 


3 


20 


0, 05 


0,25 


1. 6 


200 


5 


180 


Polymer 


3 


20 


0,1 j 0,5 


3,2 


200 


5 


180 
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Tabelle 2 (Fortsetzunq) 



Fasermaterial 


CHClj 


PHB 


Lttsung 


Anteil 


Druck 


Zeit 


Temp. 


Berne rkung en 


<g> 


(ml) 


(g) 


(%) 


PHB 


(bar) 


£min) 


Zelle 












(%) 






CO 




3 


20 


0, 2 


1,0 


6,2 


200 


5 


180 




3 


20 


0, 3 


1,5 


9, 1 


200 


5 


180 


+ 


Flachs 


3 


20 


0, 33 


1, 65 


9, 9 


200 


5 


180 


+ +• 


3 


20 


0,7b 


3,75 


20,0 


200 


5 


180 


+ -t + 


Sisal 


3 


5 


0,33 


6, 6 


9,9 


200 


5 


180 




3 


5 


0,75 


14,0 


20,0 


200 


5 


180 


+ + + 


Hanf 


3 


10 


0, 33 


3,3 


9,9 


200 


5 


180 




3 


10 


0,75 


7,5 


20, 0 


200 


5 


180 


+ + 1 


Hoizwolle 


3 


10 


0, 33 


3,3 


9, 9 


200 


5 


ieo 




3 


10 




7,5 


20. 0 


200 


5 


180 


+ + 4 


Watte 


3 


20 


0,33 


1, 65 


9,9 


200 


5 


180 




3 


20 


0,75 


3,75 


20, 0 


200 


5 


180 


+ + + 


Heu 


3 


b 


0,33 


6, 6 


9, 9 


200 


5 


180 




3 


b 


0,75 


14, 0 


20,0 


200 


5 


180 


+ + + 


Stroh 


3 


b 


0,33 


6, 6 


9, 9 


200 


5 


180 




3 


5 


0,75 


14,0 


20,0 


200 


5 


180 


+ 4 + 
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Tabelle 2 (Fortsetzunq) 









r aoc i liia L6i 131 

(g) 


CHCl 
(ml) 


PHB 

(g) 


Lttsung 
(%) 


Anteil 

PHB 

(%} 


Druck 
(bar) 


Zeit 
(min) 


Temp. 
Zelle 


Bemerkungen 




Sflgemehl 














5 


6 


20 


0,66 


3,3 


9,9 


200 


5 


180 


+ + 




6 


20 


1*5 


7,5 


20,0 


200 


5 


180 






Spelzen 














6 


20 


0, 66 


3, 3 


9, 9 


200 


5 


180 


+ + 




6 


20 


1,5 


7. 5 


20, 0 


200 


5 


100 




10 


Hobelspane 










V 






6 


20 


0, 66 


3, 3 


9, 9 


200 


5 


1 uu 






6 


20 


1.5 


7,5 


20,0 


200 


6 


1 ft n 
1 o u 


T + + 




Kie f e trnspane 
















6 


20 


0 66 


3,3 


9, 9 


200 


5 


180 






6 


20 


1,5 


7,5 


20, 0 


200 


f) 


180 


+ + + 




Samenreste 
















12 


10 


1 , 32 


13,2 


9, 9 


200 


j; 


100 


- OJ trict 
a us 




Haferf locken 










i 


■ 0 | 


1,32 


13,2 1 


9,9 | 


200 


5 


180 




20 


Roggen 














12 


10 


1, 32 


13, 2 1 


9,9 ' 1 


200 


. i 


180 






Kleie 






6 


» 1 


0,66 1 


6,6 | 


9,9 


200 


5 


180 






Papierstreifen 














25 


6 


10 


0, 66 


6,6 


9, 9 


200 


5 


180 


+ + 


= 


6 


10 


1,5 


15,0 


20,0 


200 


5 


180 


+ + + 



Bewertung: - = ungeeignete; + = geeignete; ++ = gut geeignete; +++ = sehr gut geeignete; 
- Kombination von Fasermaterial und Polyhydroxyfettsaure(n) in Preftlinge 
einheitlicher Verteilung beider Komponenten und mil hoher Festigkeit herstellbar 
'\L6sungsmittel Wasser 
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Herstellung von Probeprelilingen aus isoliertem PHD (bestehend aus 3 mol% polymerem 
3-Hydroxyhexanoat, 20 mol% polymerem 3-Hydroxyoctanoat, 75 rnol% polymerem 3- 
5 Hydroxydecanoat und 2 mol% polymerem 3 Hydroxydodecanoat) und verschiedenen 
Fasermaterialien 



Der BewertungsmaUstab entspricht der Tabelle 2. 



Fasermateria 1 


CHC1 3 
(ml) 


PHD 
<<3> 


Losun 

g 

(%> 


Anteil 

PHD 

(%) 


Druck 
(bar) 


Zeil 
<min ) 


Temp. 
Zellc 

ro 


Bene rkungen 


Baumwollreste 


1 


0 


1,0 




50. 0 


200 


5 


75 


. - oil no 

Lesungsmi tee. 1 


3 


0 


0, 5 




14,3 


200 


5 


lb 


- ohne 

L2sungsmillel 


3 


20 . 


0 


0 


0 


200 


b 


lb 


- 31indprobe 


3 


20 


0, 1 


0,5 


3,2 


200 


5 


75 


- zuwenig 
Fc i yme r 


3 


20 


0,2 


1,0 


6,2 


200 


5 


75 


■> / - zuweniq 
Pc lymer 


3 


20 


0, A 


2,0 


11,8 


200 


5 


75 




3 


20 


1,0 


5,0 


25,0 


200 


5 


75 


+ + * 


3 


20 


1,5 


7,5 


33, 3 


200 


5 


75 


+ * j. 


3 


20 


2,0 


10, 0 


40,0 


200 


5 


75 




3 


20 


3,0 


15, 0 


50,0 


200 


5 


75 


+*+ zuviel 
Polymer 


3 


20 


4,0 


20,0 


57,1 


200 


5 


75 


+++ zuviel 
Polymer 



25 
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Tabelle 3 (Fortsetzung) 



5 



10 



15 



20 



Fase rmateria 2 
(gj 


CHClj 

f m 1 I 


PHD 
(g) 


Losung 
(%) 


Anteil 

PHD 

(%) 


Druck 
(bar) 


2eit 
(min) 


Temp. 

•ZeUe 
<°C) 


Bemerkungen 


Flachs 














3 


£ U 


0 


0 


0 


200 


b 


75 


- 


3 


20 


0, 1 


0, 5 


3,2 


200 


r. 


75 


Blindprobe 

- zuweniQ 1 
Po 1 yme : [ 


3 


20 


0, 2 


1,0 


6, 2 


200 


5 


75 


zuwoniq I 
Polymer | 


3 


20 


0, 4 


2, 0 


21,8 


200 


5 


75 


+ + 1 


3 


20 


/ v.* 


5, 0 


25,0 


200 


5 


75 


+ + + | 


_3 


20 


1,5 


7,5 


33,3 


200 


_5 


7fi 


f+f 1 


3 


20 


2, 0 


10, 0 


40,0 


200 


5 


75 




3 


20 


3,0 


15,0 


50, 0 


200 


5 


75 


+ *■► zuviel 
Polymer 1 


3 


20 


4, C 


20,0 


S7, 1 


200 


5 


75 


+ t euviel 
Po 1 yme r | 


Sisal 












3 


5 


0 


0 


0 


200 




^ c 
1 D 


Bl indprobe | 


3 


c 

J 


0,1 


2 


3,2 


200 


5 


75 




3 


5 


0,25 


5 


7,7 


200 


5 


75 


+ /- 


3 


5 


0,37 


7,5 


11, 0 


200 


5 


75 


■i 1 


3 


5 


0,5 


10 


14,3 


200 


5 


75 


+ + -t 1 


3 


5 


0,75 


15 


20, 0 


200 


5 


75 


♦ + + [ 


3 


5 


1.0 


20 


25, 0 


200 


5 


75 


+ 4 + 



25 
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Tabelle 3 (Fortsetzuna) 



Fasermaterial 


CHC1, 


PHD 


Losung 


Antei 1 


Druck 


Zeit 


Temp. 


Bemerkungen 




(ml) 


(g) 


il) 


PHD 
(%) 


(bar) 


tmin) 


Zelle 

ro 




Hanf 










30 


0 


0 


0 


200 


5 


75 


- 

Blindprobe 


3 


10 


0, 2 


2 


6,2 


200 


5 


75 


♦ /- 


3 


10 


0, 5 


5 


14,3 


200 


5 


75 


+ + + 


3 


10 


0,75 


7,5 


20,0 


200 


5 


75 


+ 44 


3 


10 


1/0 


10 


25,0 


200 


5 


75 


+ t + 


Holzwolle 




3 


10 


0 


0 


0 


200 


5 


75 


Blindprobe 


3 


10 


0, 2 


2 


6, 2 


200 


5 


75 




3 


10 


0,5 


5 


14,3 


200 


5 


75 


+ 


3 


10 


0, 75 


7,5 


20,0 


200 


5 


75 


+ + 


3 


10 


1,0 


10 


25,0 


200 


5 


75 


+ + + 


Watte 




3 


20 


0 


0 


0 


200 


5 


75 


Blindprobe 


3 


20 


0, 4 


2 


11,8 


200 


5 


75 ■ 


+ 


3 


20 


1,0 


5 


25,0 


200 


5 


75 


+■ + 4 


3 


20 


2, 0 


10 


40,0 


200 


5 


75 


zuviel 
Polymer 


3 


20 


1,5 


7,5 


33, 3 


200 


5 


75 


+++ zuviel 
Polymer 


Heu 






3 


5 


0 






200 


5 


75 


Blindprobe 


3 


5 


0,37 




11,0 


200 


5 


75 




3 


5 


0,5 


10 


14.3 


200 


5 


"75 
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Tabelle 3 (Fortsetzung) 



Fasermaterial 


CHC1 3 
(ml) 


PHD 
«3) 


LOsung 
(ft) 


Anteil 

PHD 

(ft) 


Druck 
(bar) 


Zeit 
(min) 


Temp. 
Zelle 
<°C> 


Bemerkungen 


Stroh 










3 


c. 








200 


5 




*- n 1 1 a *i n *- w 


3 


5 


0, 37 


7,4 


11,0 


200 


5 


/ J 


13 J. lnOproOQ 


3 


5 


0, 5 


10 


14,3 


200 


5 






Sagemehl 












3 ■ 


10 


0 




0 


200 


c. 


7 ^ 


olindprobe 


3 


10 


0, 33 


3,3 ' 


9, 9 


200 


5 


75 


♦ / 


3 


10 


0,75 


7,5 


20,0 


200 


5 


7 s 




6 


20 


0, 66 


3, 3 


9, 9 


200 


5 


7 z> 




6 


20 


1,5 


7, 5 


20, 0 


200 


5 


7 ^ 




Hobelspane 














3 


10 


0 




0 


200 


5 


75 




3 


10 


0,33 


3,3 


9,9 


200 


5 


75 


Ul lilup 1 0 D6 
+ / - 


3 


10 


0,75 


7,5 


20,0 


200 


5 


75 


+ ^ 


6 


20 


0, 66 


3,3 


9,9 


200 


5 


75 




6 


20 


1*5 


7,5 


20,0 


200 


5 


75 


+ + 


Kiefernspane 














3 


10 


0 




0 


200 


5 


75 


- Blindprobe 


3 


10 


0,33 


3,3 


9, 9 


200 


5 


75 


+ /- 


3 


10 


0,75 


7, 5 


20,0 


200 


5 


75 




6 


20 


0,66 


3, 3 


9,9 


200 


5 


75 




6 


20 


1,5 


7,5 


20, 0 


200 


5 


75 


+ + 
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Tabelle 3 (Fortsetzunq) 





Fasermaterial 


CHCI 3 


PHD 


Losung 


Anteil 


Druck 


Zeit 


Temp. 


Bemerkungen 




cg> 


(ml) 


(g) 


{%) 


PHD 
(%) 


(bar) 


(min) 


Zelle 

rc) 




c 
D 


Spel2en 




3 


10 


0 




0 


200 


5 


75 


Blindprobe 




3 


10 


0,33 


3, 3 


9, 9 


200 


5 


75 


*/- 




3 


10 


0,75 


7, 5 


20,0 


200 


5 


75 






6 


20 


0, 66 


3, 3 


9, 9 


200 


5 


75 




10 


G 


20 


1,50 


7, 5 


20,0 


200 


5 


75 


+ + 




Sarnon reset; 




12 


5 


0 




0 


200 


5 


75 


Blindprobe 




i;: 


5 


0, 33 


6, 6 


2, 7 


200 


S 


75 


- 01 tritt 
aus 




12 


5 


0,75 


15,0 


5, 9 


200 


5 


75 


- 6l trite 
aus 


15 


12 


10 


3,00 


30,0 


20, 0 


200 


5 


75 


+ /- 01 
tritt aus 




12 


10 


1,37 


13,7 


10,2 


200 


5 


75 


+ /- 61 
tritt aus 




Haf erflocken 




12 


30 


0 




0 


200 


5 


75 


Bl indprobe 




12 


10 


0,33 


3, 3 


2, 7 


200 


5 


75 




20 


12 


10 


0,75 


7, 5 


5,9 


200 


5 


75 


+ /- 




12 


10 


1,37 


13, 7 


10, 2 


200 


5 


75 


- + /- 




12 


10 


3,00 


30,0 


20,0 


200 


5 


75 


+ 




Roggen 




12 


10 


0 




0 


200 


5 


75 


Blindprobe 


25 


12 


10 


1,37 


13,7 


10,2 


200 


5 


75 


+ /- 




12 


10 


3,00 


30,0 


20, 0 


200 


5 


75 


+ /- 
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Tabelle 3 fFortsetzuncri 



5 



Fasermaterial 

(g) 


CHC1 
i 

(ml ) 


PHD 

(g) 


LOsung 
(%) 


Anteil 
PHD 


Druck 
(bar) 


Zeit 
(fnin) 


Temp , 
Zelle 


Bemerkungen 








<%> 






< C C) 




Kleie 












6 


10 


0 




0 


200 


5 


75 


- Blindprobe 


c 

D 


10 


0, 66 


6, 6 


9,9 


200 


5 


75 


+ + 


6 


10 


1, 50 


15,0 


20, 0 


200 


5 


75 


+ /- 


Papierst reifen 












6 . 


10 


0 




0 


200 


5 


75 


- Blindprobe 


6 


10 


0, 66 


6, 6 


9, 9 


200 


5 


75 




6 


10 


1, 50 


15,0 


20; 0 


200 


5 


75 
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Tabelle 4 • 

Herstellung von Probepreftlingen aus Polymergemischen (PHB/HV enthaltend 8 % HV) 
von Polyhydroxyfettsauren und Baumwollresten 

5 

Der Bewertungsmaftstab entspricht der Tabelte 2. 



Fasermaterial 
(ci) 


CHC1 3 
(ml) 


PHF 

(q) 


Losung 
(%) 


Anteil 

Polymer 

(ft) 


Druck 
(bar) 


Zeit 
(min) 


Temp. 
Ze Ug 

(°C) 


Bemcrkungen 


3 


0 


0,23 


- 


"7, 1 


200 


5 


150 


4 /- ohne 
Losunqsmi t te 1 


3 


0 


0, 30 




9, 1 


200 


5 


150 


+ ohne 

L&sunasmi tLel 


3 


0 


0, 45 




13,0 


200 


5 


150 


•m h ohnti 
Losungsmittel 


3 


0 


0 f 60 


- 


16, 7 


200 


S 


150 


h + * ohne 
Losungsmittel 


3 


20 


0,4 


2,0 


11, B 


200 


5 


3 50 




3 


20 


1,0 


5, 0 


25,0 


200 


5 


150 


+ + + 


3 


20 


1*5 


7,5 


33,3 


200 


5 


150 


+ 4 * 


3 


20 


2,0 


10,0 


40,0 


200 


5 , 


150 


+ -M zuviel 
Po 1 yme r 


3 


20 


0, 05 


0, 25 


1, 6 


200 


5 


150 


+7- 


3 


20 


0, 1 


0, 5 


3,2 


200 


5 


150 


+ /- 


3 


20 


0,2 


1,0 


6,2 


200 


5 


150 


4 


3 


20 


0, 3 


1,5 


9, 1 


200 


5 


150 


4-4 


3 


20 M 


0,5 




14,3 


200 


5 


150 


+4 waCr. 
Suspension 


3 


20'' 


1,0 




25,0 


200 


5 


150 


44 + wflfir. 
Suspension 



25 
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Tabelle 5 

Herstellung von Probeprefltingen aus verschiedenen Polymeren und Baumwollresten und 
anderen Naturstoffen 

5 



Der Bewertungsmaftstab entspricht der Tabelle 2. 





Fnsermaterial 
(g) 


CHC1 3 

l nil j 


PHD 
<g) 


Losun 
<3 

(%) 


Anteil 
Po 1 yme r 

m 


Druck 
(bar) 


Zei t 
(mi n ) 


Temp. 
Zeile 

CC) 


Berne rkimqen 




Biopol" 














10 


3 


20 


0, A 


2 


13,3 


200 


5 


150 


•< 




3 


20 


1,0 


5 


33, 3 


200 


s 


150 


* + + 






20 


1,5 


7, 5 


50, 0 


200 


5 


1 50 


♦4* zuviej 

1 *J - VHtfcr I 




3 


20 


2, 0 


10 


66, 7 


200 


5 


1 50 


Pol vmer 




Mehl 














15 


3 


20'» 


0,33 


1, 65 


9, 9 


200 


5 


100 


* / - 




3 


20*' 


0,75 


3, 75 


20,0 


200 


5 


100 


+ /- 




3 


20*' 


0,33 


1,65 


9,9 


200 


5 


180 


4 




3 


20'' 


0,75 


3,75 


20,0 


200 


S 


180 


+■ + 




Schrot 














20 


3 


20'» 


0,33 


1, 65 


9, 9 


200 


5 


100 


+ /- 




3 


20*' 


0,75 


3,75 


20,0 


200 


5 


100 


+ /- 




3 


20'' 


0,33 


1, 65 


9, 9 


200 


5 


180 


+ t 




3 


20'* 


0, 75 


3, 75 


20,0 


200 


5 


180 


+ +> + 




Starke 














25 


3 


20'' 


0,33 


1, 65 


9,9 


200 


5 


100 






3 


20'» 


0,75 


3,75 


20,0 


200 


5 


100 






3 


20'» 


0,33 


1,65 


9,9 


200 


5 


180 


+ 




3 


20'» 


0,75 


3,75 


20,0 


200 


5 


180 


+ + 



30 : analog Tabelle 4 enthaltend 1 8 % HV 



, PHB/HV mit einem Anteil von 8 mol% 3-Hydroxyvaleriansaure (3HV) und "Biopol" 
5 Naturstoffpolymeren mit einem Anteil von 18 mol% 3HV wurden ebenfalls in 20 ml 
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Chloroform aufgenommen. Hierbei resultierten Suspensionen, da die Polymere schwer 
loslich sind. 

Beispiel 3: 

5 Urn Bakterien mit einem signifikanten Anteil PHF an der Zelltrockenmasse direkt ohne 
Isolierung des PHF zusammen mit Fasermaterial zu verpressen, wurden getrocknete 
Zellen von P. putida aus Fermentation 6 (Tabetle 1) mit einem Anteii von 62 % Polymer 
an der Zelltrockenmasse, im Morser zu einem Pulver zermahlen. Dieses Pulver wurde 
in unterschiediichen Mengen so gut wie moglich unter die Fasern gemischt und gepreftt. 
10 Die resultierenden Prefilinge zeigten eindeutig, daft in Zonen mit viei Zellmaterial ein 
Zusammenhalten gewahrleistet war, wahrend in Bereichen ohne Zellmaterial das Material 
sehr locker war. 

Um eine bessere Verteilung zu erreichen, wurden entsprechende Mengen Zellmaterial 
15 in Chloroform suspendiert, ca. 1 Stunde auf einem Rotationschuttler inkubiert und mit den 
Fasern vermischt. Nach Abdampfen des Chloroforms wurde das Gemisch geprefit. Auch 
hier zeigten die PrefSlinge keine homogene Verteilung der Zellen wodurch kein 
ausreichender Zusammenhalt des Material gewahrleistet war. 

20 In einem weiteren Versuchsansatz wurden die entsprechenden Mengen getrockneter 
Zellen in Wasser resuspendiert, ca. 1 Stunde auf dem Rotationsschuttler inkubiert und 
anschliefiend mit dem Fasermaterial vermischt. Dieses Gemisch wurde dann uber Nacht 
gefriergetrocknet und anschlieBend geprefit. Die resultierenden PrefJIinge zeigten eine 
homogene Verteilung von Zellen und Polymer, so dafi dieses Verfahren als besonders 

25 geeignet zur Herstellung von Verbundmaterialien erscheint. Ein Mischungsverhaltnis von 
9 bis 30 % Zellen, entsprechend einem Polymeranteil von 6 bis 24 %, erschien fur die 
Prefilinge als gunstig. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 zusammengefalit. 

30 
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Tabelle 6 

Herstellung von ProbepreGlingen aus verschiedenen Fasermaterialien und getrockneten 
Zelten, die PHF enthalten. (Fermentation 14: PHB-Gehalt 73 %; Zusammensetzung: 10 
mol% 3-Hydroxybutyrat). 

Die Zellen wurden in dem angegebenen Volumen (ml) Wasser resuspendiert, mit den 
Fasern vermischt und lyophilisiert. 



Der Bewertungsmaftstab entspricht der Tabelle 2. 



FVi.s<? rmo t e ri a I 


Zellon 


PHB 


Anteil 


Antei J 


Druck 




Temp. 


Eieme rkunacn 


(fl /ml ) 






Zellen 


PHB 






Zelle 






tq) 


(g) 


U) 


(*) 


{ba r) 


( m i n ) 




















t°C) 




Bauiiiwol le 










3 


0, 15 


0, 11 


4,8 


3,5 


200 


10 


180 




3 


0,23 


0, 17 


7,1 


b, 3 


200 


10 


180 


+ 4 


3 


0,3 


0, 22 


9,1 


6,7 


200 


10 


180 


+ + 


3 


0,45 


0, 33 


13,2 


9,6 


200 


10 


180 


+ f + 


Flachs 












3/20 


0,50 


0,36 


14,3 


10,4 


200 


3 


180 


f + 


3/20 


1,16 


0,85 


27, 9 


20, 4 


200 


3 


180 


♦ + + 


Sisal 










3/5 


0,50 


0, 36 


14, 3 


10, 4 


200 


3 


180 


* * 


3/5 


1,16 


0,85 


27, 9 


20, 4 


200 


3 


180 


+ + + 


Hanf 










3/10 


0,50 


0,36 


14,3 


10,4 


200 


3 


180 


* 4 


3/10 


1, 16 


0,85 


27, 9 


20,4 


200 


3 


180 





-26- 



WO 97/19212 



PCT/EP96/04939 



Tabelle 6 (Fortsetzunq) 



10 



Fasermaterial 


Zel len 


PHB 


Anteil 


Anteil 


Druck 


Zcit 


Temp . 


Bemerkunqen 


/ n /m 1 \ 
m / lliJL } 






Zellen 


PHB 






Zelie 








(g> 


(%) 


(%> 


(bar) 


(min) 




















CC) 




Holzwolle 




3/10 


0,50 


0, 36 


14,3 


10, 4 


200 


3 


180 




3/10 


1,16 


0, 85 


27, 9 


20, 4 


200 


3 


1B0 


+ + + 


Watte 


3/1C 


0, 50 


0, 36 


14, 3 


10, 4 


200 


3 


180 


4 1 


3/10 


I, 16 


0, 85 


27, 9 


20, 4 


200 


li 


ISO 


* + ^ 


Heu 


3/b 


0,50 


0, 36 


11,3 


10, A 


200 


3 


180 


+ + 


3/5 


1, 36 


0, 85 


27, 9 


20, 4 


200 


3 


180 




St rcr: 


3/5 


0, 50 


0,3b 


14,3 


10, 4 


'200 


3 


180 




3/? 


1,16 


0, 85 


27, 9 


20, A 


200 


3 


iec 


•♦■ + A 


Saqemeh 1 


6/10 


1, 00 


0,73 


14,3 


10, 4 


200 


."i 


180 




6/10 


2,32 


1,69 


27, 9 


20, 4 


200 


3 


180 




Hobelspane 


6/10 


1,00 


0,73 


14,3 


10, 4 


200 


3 


3 80 


■*■ + 


6/1G 


2,32 


1, 69 


27, 9 


20, 4 


200 


3 


180 


+ + + 


Kie f ernspane 


6/10 


1,00 


0,73 


14,3 


10, 4 


200 


3 


180 


t + 


6/1C 


2, 32 


1, 69 


27, 9 


20, 4 


200 


3 


180 


♦ + + 
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Tabelle 6 (Fortsetzunol 









5 


Fasermat erial 


Zellen 


PHB 


Anteil 


Anteil 


Druck 


Zeit 


Temp. 


Bemerkungen 




(g/ml) 






Zellen 


PHB 






Zelle 








(g) 


(<3> 


(%) 


(%) 


(bar) 




(°C) 




10 


Spelzen 












6/10 


1 , 00 


0,73 


14,3 


10, 4 


200 


3 


3 DO 




6/10 


2, 32 


1, 69 


27, 9 


20, 4 


200 


3 


ieo 


+ t + 


Samcn reste 












12/< 


2, 00 


1 ,4£ 


14,3 


10, 4 


200 


'< 


75 


* /- 


12/S 


4, 64 


3, 39 


27, S 


20, 4 


200 


3 


75 


+ /- 


Hn for f locker. 










12/10 


2, 00 


1,46 


14,3 


10, 4 


200 


3 


75 


4 


15 


12/10 


4, 64 


3,39 


27,9 


20, 4 


200 


3 


75 


4 




Roggen 












20 


12/10 


2,00 


1,46 


14,3 


10, 4 


200 


3 


75 


4 


Kleie 










6/10 


1,00 


0,73 


14, 3 


10, 4 


200 


3 


180 


♦ + 


6/10 


2,32 


1, 69 


27, 9 


20, 4 


200 


3 


180 


+ 4 + 




Papierst rei fe 
n 
















6/10 


1,00 


0, 73 


14,3 


10, 4 


200 


3 


180 


♦ •+ 


25 


6/10 


2,32 


1, 69 


27, 9 


20, 4 


200 


3 


100 





Beispiel 4 

Analog Beispiel 3 wurden Preftlinge aus Fasermaterialien und getrockneten Zellen. die 
PHD gespeichert hatten (Fermentation 6) hergestellt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 
zusammengefaRt. 
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Tabelle 7 

5 Herstellung von Probepreftlingen aus verschiedenen Fasermaterialien und getrockneten 
Zellen, die PHF gespeichert hatten. (Fermentation 6; PHD-Gehalt 62 % mit der 
Zusammensetzung 3 mol % 3-Hydroxyhexanoat, 20 mol% 3-Hydroxyoctanoat, 75 mol% 
3-Hydroxydecanoat und 2 mol% 3-Hydroxydecanoat). 

10 Der Bewertungsmalistab entspricht der Tabelle 2. 



Fasermatorial 
(g/tnl ) 


Zc J len 
( > : 


PHD 

tg: 


Anteil 
Zellen 
(%) 


Anteil 

PHD 

(».) 


Drue V. 
(bar) 


(mil;) 


Temp . 
Zelle 

ra 


Beme rkungen 


Ba umwo 1 1 r e s t e> 


Get rocknete Zellen aus Fermentation 6 wurrien in Fascrma teri al verteiJt 


3/20 


0. 15 


0, 09 


4,8 


2, 9 


200 


10 


75 


- keine 
homogene 
Ve rteilung 


3/20 


9, 23 


0, 14 


7,1 


4, 3 


20C 


10 


75 


+/- koine 
homogene 
Ve rteilung 


3/20 


0, 30 


0, 19 


9, 1 


5,7 


200 

i 


10 


75 


keine 
homogene 
Vertei lung 


3/20 


0,45 


0, 28 


13, 0 


e, i 


200 


10 


7 5 


- ke i ne 
homogene 
Ve rteilung 


3/20 


0, 60 


0 f 37 


16, 7 


11,3 


200 


10 


75 


+ keine 

homogene 

Verteilung 




Zellen aus Fermentation 6 wurden in 10 mi Chlorofc 
mit den Fasern vermischt und nach dem Trocfcnen ge 


5rm resuspendiert , 
Dresst . 


3/20 


0,15 


0,09 


4,8 


2,9 


200 


10 


75 


- keine 
homogene 
Ve rteilung 
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Tabelle 7 (Fortsetzuna) 



[ Uor Lllld Lc [ Lei 1 


7 r j 1 Ion 

/.ci 1 j e ft 

<c> 


PHD 
«3> 


Ant ei 1 
Zellen 
(%) 


An t e i ] 

PHP 

<*) 


Druck 
(bar) 


?.e i t 
{ m i. n ) 


Temp. 
Zelle 

f °CJ 


Bemerkungen 


3/20 


0,23 


0, 14 


7,1 


4, 3 


200 


10 


75 


- keino 

homogenc 

Verteilung 


3/2f 


0, 30 


0, 19 


9, 1 


5, 7 


200 






- keine 

homogene 

Verteilung 


3/20 


0, 45 


0, 28 


13, 0 


8, 1 


200 


10 


7f, 


+/- keino 
horriogene 
Vert ei lung 


3/20 


0, 60 


0,37 


16,7 


11,3 


200 


10 


75 


+ keine 
homoge ne 
Verteilung 




Zellen aus Fermentation 6 wurden in 10 ml Wasser r 
den Fasern vermischt und lyophilisiert . 


esuspend 


liert, mit 


3/20 


0 


0 


0 


0 


200 


10 


75 


Blindprobe 


3/20 


0, lb 


0,09 


4,8 


2, 9 


200 


10 


75 




3/20 


0, 23 


0, 14 


7,1 


4,3 


200 


10 


75 


+ /- 


3/20 


0, 30 


0, 19 


9, 1 


5,7 


200 


10 


75 


+ 


3/20 


0,45 


0, 28 


13,0 


8, 1 


200 


10 


75 




3/20 


0, 60 


0,37 


16, 7 


11,3 


200 


10 


75 


+ 4 + 


3/20 


0,90 


0, 56 


23, 1 


14,3 


200 


10 


75 


+ + + 


3/20 


1,2 


0,74 


28, 6 


17, 6 


200 


10 


75 


+ + + 
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Tabelle 7 (Fortsetzunq) 



Fasermaterial 


Zellen 


PHD 


Antei 1 


An C e i 1 


Druck 


Zeit 


Temp, 


Berne rkungen 


(q/m.U 






Zellen 


PHD 






Ztlle 






(q) 


<g) 




(*) 


(bar) 


(mi n) 


(°C) 




flachs 


3/20 


0 


0 


0 


0 


200 


10 


75 


- 

Bl indprobe 


3/2C 


0, 15 


0, 09 


4,8 


2 9 


200 


.10 . 


7 5 


B 1 i ndp robe 


3/20 


0,23 


0, 14 


7,1 


4, 3 


200 


10 


75 


•* /- 


3/20 


0, 30 


0,19 


9, 1 


5, 1 


200 


10 


7b 


+ 


3/20 


0,45 


0,28 


13,0 


8, 1 


200 


10 


75 


+ ■* 


3/2C 


0,60 


0,37 


16,7 


11,3 


200 


10 


75 




3/20 


0,90 


0,56 


23, 1 


14,3 


200 


10 


75 


+ + + 


3/20 


1,2 


0,74 


28,6 


17,6 


200 


10 


7.5 


+ + + 


3/20 


0,58 


0, 36 


16,2 


10,0 


200 


3 


75 


+ + 


3/20 


1,45 


0, 90 


32,6 


20,2 


200 


3 


75 


+ + + 


Sisal 




3/5 


0,58 


0, 36 


16,2 


10,0 


200 


3 


75 


+ + 


3/5 


1,45 


0, 90 


32,6 


20,2 


200 


3 


75 


4+4 


Hanf 




3/10 


0,58 


0,36 


16, 2 


10,0 


200 


3 


75 


+ + 


3/10 


1,45 


0, 90 


32, 6 


20,2 


200 


3 


75 


+ 4 4 


Holzwolle 




3/10 


0,58 


0, 36 


16,2 


10,0 


200 


3 


75 


4 


3/10 


1,45 


0, 90 


32, 6 


20,2 


200 


3 


75 


♦♦♦ 
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Tabelle 7 fFortsetzuno) 



Tasermaterial 
(g/inl) 


Zelle 
n 

<<?> 


PHD 

<g) 


Anteil 
Zellen 
(ft) 


Anteil 

PHD 

(1) 


Druck 
{bar) 


Zeit 
(min ) 


i emp . 
Zelle 

<°C) 


Bemerkungen 


Wacco 












3/10 


0, 58 


0,36 


16,2- 


10, 0 


200 


3 


75 


+ -i 


J/H' 


1,45 


0, 90 


32, 6 


20, 2 


200 


3 


75 


+ -f + 


Heu 












;v5 


0, 58 


0, 36 


16, 2 


10, 0 


200 


3 


75 




3/5 


1, 45 


0, 9C 


32, 6 


20, 2 


200 


3 


75 




St roil 










3/5 


0, 5B 


0, 36 


16,2 


10,0 


200 


3 


75 


+ 


3/5 


1,45 


0, 90 


32, 6 


20, 2 


200 


3 


75 


t + i 


fliicjerneh J 














6/10 


1,16 


0, 72 


16,2 


10, 0 


200 


3 


75 


♦ + 


6/10 


2, 90 


1, B0 


32, 6 


20,2 


200 


3 


75 


■t ♦ + 


Hobelspane 












6/10 


1,16 


0,72 


16,2 


10,0 


200 


3 


75 


44 


6/10 


2, 90 


1, 80 


32, 6 


20, 2 


200 


3 


75 


+ + -4 


K'ief ernspane 












6/10 


1,16 


0,72 


16,2 


10, 0 


200 


3 


75 


* 4 


6/10 


2, 90 


1, BO 


32, 6 


20,2 


200 


3 


75 


+ 4 4 


Spelzen 












6/10 


1,16 


0,72 


16,2 


10,0 


200 


3 


75 




6/10 


2, 90 


1,80 


32,6 


20,2 


200 


3 


75 


+ + + 


Samenreste 














12/5 


2,32 


1, 44 


16,2 


10,0 


200 


3 


75 


♦ 


12/5 


5,80 


3, 60 


32,6 


20,2 


200 


3 


75 


4 4 
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Tabelle 7 (Fortsetzunq) 

5 



Fasermateria). 


Zeilen 


PHD 


Anteil 


Anteil 


Druck 


Zeit. 


Temp . 


Bemerkungen 


(g/ml) 






Zeilen 


PHD 






Ze Me 






(g) 


(-g) 


(%) 


(%) 


(bar) 


(min) 




















t°C) 




Haferflocken 


12/10 


2, 32 


1, 44 


16,2 


10,0 


200 


3 


75 




12/10 


5, 80 


3, 60 


32,6 


20,2 


200 


3 


75 


+ + 


Roggen 




12/K' 


2, 32 


1,44 


16,2 


10, 0 


200 


3 


7 5 




12/10 


5, 80 


3, 60 


32, 6 


20, 2 


200 


3 


7 5 


+ -t 


Kleie 


6/10 


1, 16 


0, 72 


16,2 


10, 0 


200 


:i 


75 


+ + 


6/10 


2, 90 


1,80 


32,6 


20,2 


200 


3 


75 ' 


+ + + 


Papierstrei fen 


6/10 


1, 16 


0, 72 


16,2 


10,0 


200 


3 


75 


+ + 


6/10 


2, 90 


1, 80 


32,6 


20,2 


200 


3 


75 


+ 4 + 



Beispiel 5: 

Analog derri Vorgehen aus Beispiel 3 wurde die Kulturbruhe von Bakterien direkt, daft 
25 heiftt ohne Lyophilisieren und nachfolgendem Resuspendieren mit dem Fasermaterial 
vermischt, gefriergetrocknet und anschliefiend verpreflt. Geeignete Mikroorganismen sind 
der Tabelle 8 zu entnehmen. 
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Tabelle 8 

Der BewertungsmafJstab entspricht der Tabelle 2. 



10 



15 



Bakteriunt 


Substrat 


Faserantei 1 


Bewertung 


- 


- 


Baumwollreste 


_ 


Rh . ruber 


Glucose 


Baumwollreste 


+ + + 


Rh . ruber 


Glucose 


Baumwollreste 


+ 


M.extorquens B65 


Me thanol 


Baumwoll reste 


+ 


M.extorquens B65 


Methanol 


Baumwollreste 


+ /- 


M. rhodesianum 


Methanol 


Baumwollreste 


4-/- 


A . eut rophus H] G 


Gluconat 


Baumwol i reste 




A.eucrophus HI 6 


Gluconat 


Baumwol J reste 


+ + 


P.sp.GP4BHl 


Gluconat 


Baumwol lreste 




P.sp.DSM1650 


Gluconat 


Baumwollreste 


+ + + 


P.putida KT2440 


Gluconat 


Baumwollreste 




P.putida KT2440 


Oct anoat 


Baumwollreste 





Bei zusatzlichem AufschluE der Mikroorganismen vor dem Vermischen durch Behandlung 
mit Ultraschall zeigten die PrefSlinge aus Ansatzen mit M. extorquens B65 "++". 

Beispiel 6: 

Zur Untersuchung der Verwertung von Cellulosesubstraten von zur Speicherung von PHF 
befahigten Bakterien gemaft Beispiel 5, wurden diese auf verschiedenen cellulosehaltigen 
Materialien angezogen. In fltissiges Mineralmedium wurden verschiedene autoklavierte 
Fasermaterialien gegeben und mit Bakterien von frischen NB-Agarkulturen angeimpft. 
Anhand der zunehmenden TrQbung der Losung, die auch durch das Wachstum der 
Bakterien hervorgerufen sein konnte, wurde auf ein verwertbares Substrat in der 
NShrlosung geschlossen werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 zusammengefaflt. 
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Die vollstandige Zersetzung von Cellulosematerial wurde nur bei P. fluoresceins var. 
cellulosa und Cellulomonas fimi bei Anzucht auf bestimmten Substraten beobachtet 
(Tabelle 9). Von den untersuchten Substraten wurden insbesondere Whatmanpapier 
(spezielles Laborloschpapier) und Laserausdrucke auf weifiem Papier von beiden 
5 Organismen innerhalb von vier Tagen vollstandig aufgeldst und abgebaut. Innerhalb von 
einer Woche loste P. fluorescens var. cellulosa auch Flachs auf. Weitere nutzbare 
Substrate sind lllustriertenpapier und Recycling-Papierhandtucher, wohingegen bei 
Baumwollresten, Watte, Sisal, Holzwolle und anderen Substraten keine Auflosungs- 
erscheinungen innerhalb von einer Woche erkennbar waren (Tabelle 9). Teilweise war 
10 allerdings auch auf den makroskopisch nicht zersetzten Substraten ein Wachstunh der 
Kultur in Form von einer Trubungszunahme erkennbar (Tabelle 9). Octansaure hemmt 
das Wachstum beider Bakterien. Ohne Hefeextrakt konnte C. fimi nicht wachsen, das 
Wachstum von P. fluorescens var. cellulosa war ohne Hefeextrakt verlangsamt (Tabelle 
9). 

Das mikroskopische Bild zeigte, daft sich P. fluorescens var. cellulosa wahrend des 
Wachstums an die Cellulosefasern anheftete, wahrend dies bei C. fimi nicht der Fall war. 
Beide Stamme wurden als ceiluloseverwertende Referenzstamme von der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen (DSM) bezogea C. fimi speicherte auf alien getesteten 
20 Substraten kein PHF, wahrend P. fluorescens var. cellulosa nur aufterst geringe Mengen 
PHD (ca. 1 % der Zelltrockenmasse synthetisierte. Dieser geringe Anteil reichte nicht zum 
Verkleben von Fasern aus. 

Bei alien anderen untersuchten Bakterien, die ein geringfugiges Wachstum auf den 
25 getesteten Substraten zeigten, blieb das Cellulosematerial makroskopisch unverandert, 
der Zellertrag war niedrig und PHF konnten gaschromatographisch nicht nachgewiesen 
werden (Tabelle 9). Da die meisten der eingesetzten Materialien Naturstoffe darstellen 
(Sisal, Flachs, Stroh, Heu) Oder anderweitig heterogen zusammengesetzt sind 
(Baumwollreste, bedrucktes Papier), enthalten diese eine Vielzahl von Substanzen neben 
30 dem Grundstoff Cellulose. Diese werden moglicherweise durch verschiedene Bakterien 
verwertet und als Wachstumssubstrat genutzt. Desweiteren fuhren chemische 
Aufbereitungsprozesse bei der Herstellung der Endprodukte moglicherweise zu einer 
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leichteren Oder erschwerten Verwertbarkeit. Die Ursache fur das beobachtete Zell- 
wachstum einiger Pseudomonaden auf Baumwollresten, Whatmanpapier Oder Flachs 
durch einen Abbau von Cellulose Oder von Verunreinigungen innerhalb des Fasermaterials 
beruht, konnte daher nur durch vollstandige Zersetzung der Cellulose belegt werden. Da 
Cellulose aus kristallinen und amorphen Bereichen besteht, die unterschiedlich gut durch 
Bakterien verwertet werden kbnnen, ist moglicherweise auch der Anteil dieser Bereiche 
innerhalb der Fasern fur eine eingeschrankte Verwertbarkeit und ein eingeschranktes 
Wachstum verantwortlich. Eine Behandlung der Cellulosefasern, beispielsweise durch 
Natronlauge, vor der Verwendung als Substrat sollte die Verwertbarkeit fordern. 



Wurden die oben beschriebenen Kulturen, die Fasermaterialien enthalten, mit Glucose 
nachgefuttert, setzte sofortiges Wachstum ein und die unterschiedlichen Stamme waren 
nach etwa 24 Stunden ausgewachsen. Granulate aus akkumulierten Polymeren waren 
dann nach 24 bis 48 Stunden unter dem Mikroskop im Phasenkontrast sichtbar. Bezuglich 

1 5 des makroskopischen Erscheinungsbildes konnten deutlich zwei Formen unterschieden 
werden. Die Mehrzahl der Kulturen enthielt dann homogene Bakteriensupensionen, in 
denen die Zellen nicht an den Fasern anhafteten. Einige wenige Stamme bildeten dagegen 
sowohl Aggregate, die nur aus Zellen bestehen, wie auch Aggregate, die aus Zellen und 
Fasern bestehen. Dies sind P.sp. GP4BH1, das PHB und PHD speichern kann 

20 (Steinbuchel und Wiese (1992) "A Pseudomonas strain accumulating polyesters of 3- 
hydroxybutyric acid and medium-chain-length 3-hydroxyalkanoic acids" Appl. Microbil. 
Biotechnol. 37, 691-697) und Rhodococcus ruber in der Fahigkeit zur Akkumulation von 
PHB/HV. Im Fade von Rh. ruber forderte die Zugabe von Thiamin Oder Hefeextrakt als 
Supplinen das Wachstum. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 10 zusammengefaftt. 
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TabellelO 

Der BewertungsmaGstab entspricht der Tabelle 2. 



Bakterium 


Substrat 


Faseranteil 


Bewertung/Bemerkung 
en 


Rh. ruber 


Glucose 


Flachs 


4 + ♦ 


Rh . rube r 


Glucose 


Watte 


4 


Rh . ruber 


Glucose 


Baumwoll reste 


4 4 


Rh . rube r 


Glucose 


Flachs 


+ H 


M. extroquens B65 


Methanol 


Flachs 


4 ^ 


M. extroquens B65> 


Methanol 


Flachs 


44 + 


M. e;-:L roquens B6S 


Methanol . 


Baumwoll reste 


4 4 


M. extroquens B6S 


Met hanol 


Ban mwo i 1 r e s t e 




M. .rhodesianurn 


Methanol 


B a u rnwo 11 reste 




M. rhodesianurn 


Methanol 


Baumwoll reste 


4 


P. sp. GP4BH1 


Gluconat 


Flachs 




P. sp. GP4BH1 


Gluconat 


Baumwoll reste 


4 4 + 


P, putida KT2440 


Gluconat 


Baumwoll reste 




P. ci t ronellolis 


Gluconat 


Baumwollreste 


- 


A. eutrophus HI 6 


Gluconat 


Baumwollreste 


4 + + 


A. eutrophus H16 


Gluconat 


Baumwol 1 reste 
(t"48h) 


+ 4 + 


A. eutrophus H16 


Glucona t 


R n i imwo 1 1 rA^fo 




A. eutrophus HI 6 


Gluconat 


Baumwol 1 reste 
(t«48hi 


+ + + 


A. eutrophus H16 


Gluconat 


Watte 


+ 44 


A. eutrophus H16 


Gluconat 


Holzwollo 


+ + 4 


A. eutrophus H16 


Gluconat 


Flachs 


+ + 4 


A. eutrophus H16 


' Gluconat 


Sisal 


4 4 + 
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PATENTANSPRUCH E 



Verwendung eines Verbundwerkstoffes aus Fasermaterial und Bindemittel aus 
einem Polymer von Hydroxyfettsauren zur Herstellung von Formteilen im 
Automobilbereich, insbesondere zu akustischen Dampfung in den Bereichen 
Motorhaube, Stirnwand (beidseitig), Tunnel, Tur, Dach, Fuftraum, Pumpen, A- bis 
D-SSule und Luftungskanal und als gegebenenfalls selbsttragende Basis fur 
Innenauskleidungen, insbesondere fur Armaturenabdeckungen 
Tunnelverkleidungen. Turverkleidungen. Ruckenlehnenverkleidungen, A-Bis D- 
Saulenverkleidungen und Reserveradabdeckungen sowie als Teile mit Doppel- 
funktion insbesondere als Dachhimmel, Hutablage, Fullstuck, Kofferraummatte oder 
Radhausverkleidung. 

Verwendung nach Anspruch 1 , wobei das Fasermaterial ausgewahlt ist aus Flachs, 
Sisal, Hanf, Holzwolle, Holzschliff, Holzfasern, Kokosfasern, Leder. Watte, Heu, 
Stroh, Sagemehl, Hobelspanen. Kiefernspanen, Spelzen, Samenresten 
Haferflocken. Getreide, Kleie, Papierstreifen. Baumwollresten, Kunstfasern wie 
Polybutylenterephthalate, Polyethylenterephthalate, Nylon 6, Nylon 66, Nylon 12, 
Viskose und Rayon. 

Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi man Monomere der 
Hydroxyfettsauren des Polymers von gesattigten oder ungesattigten 3-Hydroxy- 
fettsauren mit 4 bis 16 Kohlenstoffatomen abgeleitet im Fettsaurerest einsetzt. 

Verwendung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, da* man das Polymer von Hydroxyfettsauren aus Monomeren einer oder 
verschiedener Hydroxyfettsaure(n) einsetzt. 

Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafJ man das Polymer von 
HydroxyfettsaurenausPoly-3-hydroxybuttersaure(PHB),CopolymerPoly-3-hydroxy- 
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buttersaure-3-Hydroxyvaleriansaure (PHB/HV) und Poly-3-hydroxydecansaure Oder 
Gemische derselben einsetzt. 

6. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dafJ man 5 bis 50 Gew.-%, vorzugsweise 10 bis 35 Gew.-% an 
Polymer von Hydroxyfettsauren des Verbundwerkstoffs einsetzt. 

7. Verfahren zur Herstellung eines Verbundwerkstoffes aus Fasermaterial und 
Bindemittel aus einem Polymer von Hydroxyfettsauren, wie in einem oder mehreren 
der Anspruche 1 bis 6 definiert. dadurch gekennzeichnet, daft das Polymer aus 
Hydroxyfettsauren-produzierende Mikroorganismen in Anwesenheit von 
Fasermaterial und einer weiteren Kohlenstoffquelle angezogen, die Bakterien mit 
samt den Fasern geerntet und im getrockneten oder feuchten Zustand, 
gegebenenfalls unter Einsatz weiteren Fasermaterials zu Verbundwerkstoffen 
gepreftt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, da [J Polymer aus 
Hydroxyfettsauren-produzierende Mikroorganismen in Anwesenheit von 
Fasermaterial ohne weitere Kohlenstoffquelle angezogen werden, wobei die 
Bakterien einen Teil des Fasermaterials als Kohlenstoffquelle verwerten, die 
Bakterien mit samt den Fasern geerntet werden und im getrockneten oder feuchten 
Zustand, gegebenenfalls unter Einsatz weiteren Fasermaterials zu 
Verbundwerkstoffen geprefit werden. 

9. Verfahren nach Anspruche 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dafS als Mikroorga- 
nismus ein PHF-Synthesegen-exprimierender rekombinanter Mikroorganismus 
eingesetzt wird. 
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B. RECHERCH1ERTE GEBIETE 



Recherchierter Mtndestprufstoff {KJassifikauonssysttm und KJassifikaaonssyrnbole ) 

IPK 6 D04H C12P 



Rccherchtcrte aber rucht zum Mindestpnifstolf gehdrende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gehiete fallen 



Wahrcnd der intemaoonalen Recherche konsuloerte elektromsche Datenbank (Name der Datenbank und evth verwendcte Suchbegnffe) 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategonc* Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Tetle 



Betr. Anspruch Nr. 



PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 018, no. 385 (C-1227), 20. Jul i 1994 

& JP 06 107935 A (SHOWA HIGHPOLYMER CO 

LTD), 19. April 1994, 

siehe Zusamnenfassung 

& DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9420 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class A23, AN 94-164139 

& JP 06 107 935 (SHOWA HIGH POLYMER) , 

19. April 1994 

siehe Zusamnenfassung 



US 5 350 627 A (NEMPH0S SPER0S P 
27. September 1994 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe Anspruch 1 



ET AL) 



Weiterc Veroffentfi chun gen and der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



' Besondete Kategonen von angegebenen Veroffentlichungen 
"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand derTcchnik definicrt, 
aber nicht als besonden bedeutsam anzusehen ist 

*E" al teres Dolcurnent, das icdoch erst am oder nach dem international en 
Anmeldedatum vcrdffentlicht worden ist 

*L* Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Pnontatsanspruch zwcifelhaft er- 
schemen zu lass en, oder durch die das Veroffcntlichungsdatum eincr 
anderen im Rechcrchenbencht genannten Veroffentlichung helegt werdtn 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wit 
ausgefiihrt) 

*0* Veroffentlichung, die sich auf dne mundJiche Offenharung, 

eine Benutzung, etnc Ausstellung oder andere Mafinahmen beaeht 

"P* Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentjicht worden ist 



T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prion tatsdatum veroffenuicht worden ist und rrut der 
Anmeldung rucht kolhdiert, sondem nur zumVerstandrus des der 
Erfindung zugrundehegenden Pnnzips oder der thr zugrundehegenden 
The one angegeben ist 

"X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffen die hung rucht als neu oder auf 
erfindenscher Tabgkat beruhend betrachtet werden 

*Y* Veroffendichung von besonderer Bedeutung; die beanspmchte Erfindung 
kann nicht als auf erfindenscher Tatigkett beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung nut einer oder mchrercn anderen 
Veroffentlichungen dieser Kate gone in Vcrbindung gebrachl wird und 
diese Vcrbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

'&* Veroffentlichung, die Mitglicd dcrselben Patentfamilie ist 
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C(Foruetzung) ALS WESENTLICH ANGESF.MENF. U NTERLACEN 



Kategone* Bezeichnung der Veroffenlltchung, sowcu erforderhch timer Angabe dcr tn Bctracht kommcnden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



x 

A 



PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 095, no. 008, 29. September 1995 

& JP 07 119098 A (SHOWA HIGH POLYMER CO 

LTD), 9. Mai 1995, 

siehe Zusammenfassung 

& DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9527 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class A23, AN 95-204529 

& JP 07 119 098 (SHOWA HIGH POLYMER) , 

9. Mai 1995 

siehe Zusammenfassung 

EP O 444 880 A (AGENCY IND SCIENCE TECHN 
;CHU0KAGAKU LTD (JP)) 4. September 1991 
siehe Seite 3, Zeile 1 - Zeile 40 

WO 92 05311 A (DU PONT) 2. April 1992 
siehe Anspruch 1 

US 5 191 037 A (DOI YOSHIHARU ET AL) 
2.Marz 1993 

siehe Spalte 2, Zeile 58 - Spalte 3, Zeile 
5 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 017, no. 339 (C-1075), 28.Juni 1993 

& JP 05 041923 A ( RAKUTOU KASEI KOGYO 

KK;0THERS: 01), 23.Februar 1993, 

siehe Zusammenfassung 

& DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9313 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class D16, AN 93-103567 

& JP 05 041 923 (DAIKA JAPAN ; RAKUTO KASEI 

KOGYO) , 23.Februar 1993 

siehe Zusammenfassung 
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7,8 



FormbUu PCT'IS/VJIO (Forueuunj von flUtl 3) (Juli 1992) 



Seitf* P won ? 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 

Angabcn zu VcrbffcnUichungcn, oie 2ur sclhcn Patcnifsrrulic jchorcn 


tntcmahnn; \kun*cichcn 

PCT/EP 96/04939 


Im Rccherchenbertchl 
angefiihrtes Paterudokumeru 


Daium der 
Veroffentlichung 


Mitglied(er) der I Datum der 
Paicnifamilie | Veroffeniltchung 



US 5350627 A 
EP 0444880 A 



27-09-94 
04-09-91 



KEINE 



CA 2037340 A 

JP 5320524 A 

JP 7078167 B 

US 5206087 A 



29-08-91 
03-12-93 
23-08-95 
27-04-93 



W0 9205311 A 02-04-92 



US 5191037 A 02-03-93 



AU 8517891 A 15-04-92 

CA 2090975 A 27-03-92 

CN 1060129 A 08-04-92 

EP 0550490 A 14-07-93 

JP 6500603 T 20-01-94 



JP 6184418 A 05-07-94 



Formbiitt PCT-ISA.'2lO (Anhtng P*l*ntfirnilie)(Juli 1993) 



